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摘要 发 根 农 杆菌 (4grobacterium rhizogenes) AAATCC 31789) 感 染 短 叶 红 豆 杉 (Taxus brevijolia) 
芽 外 植 体 ，30~35d 后 可 诱导 出 毛 状 根 ，40 d 后 转化 率 可 达 30%， 毛 状 根 经 农 杆 碱 单 克隆 抗体 
酶 联 免疫 分 析 ， 证 明 已 被 转化 。 毛 状 根 生长 速度 较 快 ，5 株 毛 状 根 在 无 激素 的 Bs 液体 培养 基 中 
悬浮 培养 20 d， 生 物 量 平均 增加 约 9 倍 ， 是 同等 条 件 下 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 液 体 悬 浮 培 养 的 2.9 
倍 。 经 紫杉醇 单 克隆 抗体 酶 联 免疫 反应 检测 ， 毛 状 根 中 含有 紫杉醇 ， 其 含量 为 短 叶 红 豆 杉 愈 伤 组 
织 的 1.3 一 8.0 倍 ， 基 浮 培 养 过 程 中 ， 毛 状 根 也 向 培养 液 中 分 泌 0.01~0.03 mg / 工 的 紫杉醇 。 
关键 词 ” 短 叶 红豆 杉 ， 紫 杉 醇 ， 发 根 农 杆 菌 ， 毛 状 根 培养 
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Abstract This paper reports the establishment of an efficient transformation system for Taxus 
brevifpolia, using Agrobacterium rhizogenes A4(ATCC31798). Hairy roots are induced from shoot 
explants after 30~ 35 d inoculation with the bacteria. Frequency of the explants transformation by 
A4is 30% after 40 d. Transformation is confirmed by agropine monoclonal antibody ELISA ana- 
lysis. The average value of biomass of hairy root cultures suspended in hormone-free B5 medium 
increases 8.67 times after 20 d culture. It is 2.9 times as much as callus culture from T. brevifolia in 
the same culture condition. The hairy root culture can synthesize taxol whose content is 1.3 一 8 
times as much as that in the callus from 7. brevifolia . Taxol can also be detected in growth me- 
dium. 
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A A 

紫杉醇 (taxo0D) 是 从 红豆 杉 属 (Taxzs) 植 物 中 分 离 出 的 一 种 紫 杉 一 棍 化 合 物 ， 是 近年 来 国际 上 公认 的 最 
好 的 抗 肿瘤 药物 之 --(Kingston ef al，1993)。 有 目前 紫杉醇 的 来 源 主要 是 从 几 种 红豆 杉 属 植物 树 皮 中 提取 分 
离 。 由 于 红豆 杉 属 植物 在 世界 范围 内 数量 稀少 ， 而 且 生 长 缓慢 ， 植 株 成 熟 约 需 100 年 , 因此 这 种 药品 非常 
难以 获得 。 利 用 组 织 和 细胞 培养 方法 代替 砍伐 天 然 红 束 杉 来 提取 紫杉醇 是 寻找 紫杉醇 新 来 源 的 一 个 重要 途 
径 。 目 前 这 一 工作 已 取得 了 很 大 进展 ( 甘 烦 远 等 ，1996; 甘 烦 远 等 ，1994;， Fett-Neto et al，1994; 
Richard er al，1993; Catalatic，1993)， 培 养 细胞 中 紫杉醇 的 含量 最 高 已 达 0.05%, 培养 规模 已 达 中 试 水 
平 (Mei ef a/，1996; Fett-Neto et al，1993)。 尽 管 如 此 ， 要 实现 紫杉醇 大 规模 工业 化 生产 ， 必 须 进 一 步 
提高 培养 细胞 紫杉醇 含量 ， 解 决 培养 细胞 生长 缓慢 的 问题 。 

发 根 农 杆菌 (4grobacterium rhizogenes) 含 有 Ri 质粒 ，Ri 质粒 的 T-DNA 插入 植物 基因 组 后 引起 植物 
产生 瘤 性 “ 毛 状 根 % 由 于 毛 状 根 生长 速度 大 大 超过 正常 植物 及 悬浮 培养 细胞 的 生长 速度 ， 产 物产 量 高 ， 而 
且 稳 定 (北国 聚 等 ，1995; 孙 敏 等 ，1993), 因此 利用 毛 状 根 培养 生产 植物 的 次 生 代谢 产物 具有 极 大 潜力 。 
有 专利 (Richard，1993) 报 道 发 根 农 杆菌 的 某 种 株 系 能 转化 短 叶 红豆 杉 (Taxus brevijolia) 形 成 毛 状 根 并 能 
生 紫 杉 醇 。 另 有 专利 (Hamada et al，1995) 报 道 利用 发 根 农 杆菌 A4、15834 等 菌株 能 转化 红豆 杉 (Taxus 
chinensis) 和 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 细胞 ， 使 其 紫杉醇 含量 最 多 提高 50 倍 。 而 上 且 前 国内 尚未 见 这 方面 研究 工 
作 的 报道 。 本 文 将 简要 报道 用 发 根 农 杆菌 A4 株 进行 短 叶 红豆 杉 的 转化 及 利用 红豆 杉 毛 状 根 生 产 紫 杉 醇 的 
研究 结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 细菌 菌株 及 植株 材料 ”发 根 农 杆 菌 A4、ATCC15834 和 R1600 株 由 中 科 院 微生物 所 赠 。 使 用 前 自 冰 
箱 取出 ， 传 代 2 次 ， 传 代用 固体 培养 基 为 YEB 培养 基 。 菌 种 在 使 用 前 接种 于 YEB 液体 培养 基 中 ，27C 
培养 过 夜 。 短 叶 红 豆 杉 植 物 材料 为 中 科 院 植物 所 赠 。 短 叶 红 豆 杉 种 子 经 诱导 萌发 形成 的 无 菌 苗 ， 云 南 红豆 
杉 (Taxus yunnanensis) 植 株 采 自 云 南 丽 江 ， 栽 于 本 室 化 房 。 

1.2 愈 伤 组 织 诱导 “分 别 取 云 南 红 豆 杉 及 短 叶 红豆 杉 的 嫩 枝 条 ， 去 掉 针 叶 ， 将 共 切 成 1 cm 小 段 ， 室 外 材 
料 按 常 规 方法 进行 消毒 处 理 ， 分 别 放 于 含 2.5 mg/L 2,4-D 的 B5 培养 基 中 ， 在 黑暗 、26C 条 件 下 诱导 形 
成 愈 伤 组 织 。 

1.3 愈 伤 组 织 继 代 和 液体 悬浮 培养 ”分离 出 诱导 的 愈 伤 组 织 ， 在 50 mL 三 角 瓶 中 继 代 培养 ， 继 代 培 养 基 
为 B5 培养 基 ， 培 养 温 度 为 26C， 光 照 为 1000 / 1x，12 hv d; 细胞 县 浮 培养 在 500 mL 三 角 瓶 中 进行 ， 
装 液 量 为 100 mL， 培 养 基 为 B5 培养 基 ， 接 种 量 为 6g FW， 摇 床 转速 为 80r/ min， 光照 与 培养 温度 与 继 
代 培 养 相同 。 

1.4 外 植 体 的 转化 ”经 过 夜 培养 的 菌 液 ， 用 转化 液 (B5 培养 液 中 加 入 100 pmol/ mL 乙酰 丁香 酮 ，10 
mg / mL 的 甜菜 碱 ) 稀 释 为 10 个 细菌 / mL。 取 无 菌 红豆 杉 顶 芽 、 侧 萤 、 叶 、 蔡 、 根 等 植物 不 同 部 位 ， 用 
无 菌 的 解剖 刀 划 以 44” 字 形 伤 口 ， 放 入 上 述 转 化 液 中 ，60 r/min 振荡 培养 8h 取出 ， 用 无 菌 水 冲洗 3 次 ， 
放 入 含 500 mg /上 疲 革 青 替 素 和 不 同 浓度 (0.5 mg / L~3 mg/L)6-BA 的 B5 培养 基 中 ， 每 2 周转 移 到 新 
鲜 培 养 基 中 1 次 ， 待 长 出 毛 状 根 后 分 离 毛 状 根 ， 转 移 至 含 500mg / 羧 苯 青霉素 无 激素 的 B5 培养 基 中 培 
养 ， 转 移 4 一 5 次 直至 无 细菌 为 止 ， 然 后 再 转移 至 不 含 青 堆 素 的 无 激素 B5 培养 基 中 培养 。 

1.5 毛 状 根 中 农 杆 碱 的 测定 ” 取 毛 状 根 约 0.5g FEW, 研 碎 ， 用 1% HCI! 提取 ， 提 取 液 放 冰 箱 备 用 。 农 杆 碱 
单 克 隆 抗体 制备 按 常规 方法 进行 。 毛 状 根 提取 液 中 农 杆 碱 的 检测 采用 间接 酶 联 免疫 方法 (ELISA), 有 具体 参见 
将 成 洽 (1984)。 

1.6 毛 状 根 液体 悬浮 培养 毛 状 根 在 固体 培养 基 中 的 继 代 培养 物 约 为 6g FW， 接 种 于 装 有 100 mL 无 激素 
B5 培养 基 的 500 mL 三 角 瓶 中 ， 培 养 温 度 、 光 照 、 转 速 等 培养 条 件 与 愈 伤 组 织 液体 悬浮 培养 条 件 相 同 ， 
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培养 20 d。 

1.7 紫杉醇 含量 的 测定 ” 毛 状 根 和 愈 伤 组 织 悬 浮 培 养 20 d 后 , 3000 r/min 离心 ， 将 培养 物 与 培养 液 分 
开 。 将 培养 物 放 人 冷冻 干燥 离心 机 中 进行 干燥 ， 然 后 称 重 ， 贮 存 于 -5P 备用。 培养 物 中 的 紫杉醇 抽 提 按 
Richard (1993)，Saito(1992) 的 方法 。 紫 杉 醇 含量 的 测定 采用 HPLC(Catalatic，1993) 和 紫杉醇 单 克隆 抗体 
(Hawaii Biotechnology Group Inc.) 间 接 联 酶 免疫 法 ( 蒋 成 险 ，1984)。 

1.8 毛 状 根 中 紫杉醇 的 提纯 和 鉴定 毛 状 根 培养 物 中 紫杉醇 的 进一步 纯化 按 Richard(1993), Saito(1992) 的 
方法 进行 。 提 取 物 经 硅胶 柱 反 复 层 析 、 脱 色 及 乙醇 重 结晶 后 所 得 纯 品 ， 以 Taxol 标准 品 (Sigma) 作 对 照 ， 
采用 Bruker AM--400 超 导 核 共振 仪 进行 'H NMR 测定 ， 采 用 ZAB-2F 质谱 仪 进行 EI-MS 的 测定 。 





2 实验 结果 


2.1 不 同 因素 对 毛 状 根 转化 率 的 影响 各 种 不 同 因素 对 毛 状 根 转化 率 的 影响 列 于 表 1。 从 表 1 中 可 以 看 
出 ， 菌 株 A4 对 短 叶 红 豆 杉 的 芽 有 较 高 的 转化 率 。 其 它 菌 株 对 短 叶 红豆 杉 不 敏感 ， 植 物 的 其 它 部 位 也 不 能 
被 转化 形成 毛 状 根 。 光 照 和 在 诱导 培养 基 中 添加 100 jmol/ mL 的 乙酰 丁香 酮 (acetosyringone) 和 10 
mg / mL 甜菜 碱 (betaine) 能 提高 毛 状 根 的 转化 率 。 低 浓度 的 6-BA 对 毛 状 根 的 转化 率 影响 不 大 ， 但 浓度 高 
于 2.5mg/L 了 时 能 诱导 植物 形成 愈 伤 组 织 。 

2.2 农 杆 碱 的 检测 ” 农 杆 碱 单 克隆 抗体 效 价 为 10 加 入 酶 联 免疫 检测 板 中 ， 每 孔 40 kL， 以 短 叶 红 豆 杉 植 
物 组 织 和 愈 伤 组 织 提取 液 作 阴性 对 照 ， 以 农 杆 碱 标准 样品 (Sigma) 作 阳性 对 照 。 按 本 文 所 述 方法 进行 间接 
酶 联 免 疫 测定 。 结 果 显 示 毛 状 根 样品 和 农 杆 碱 样品 颜色 很 深 呈 强 阳性 反应 。 而 正常 红豆 杉 植物 组 织 和 愈 
伤 组 织 提取 液 样品 颜色 都 较 浅 ， 呈 阴性 。 说 明 毛 状 根 确 已 被 Ri 质粒 转化 ， 并 能 产生 农 杆 碱 。 

表 1 不 同 因素 对 毛 状 根 转化 率 的 影响 


Table 1 Effect of various factors on transformational rate of hairy roots 




















影响 因素 “Factors 转化 率 Transformational rate(%) 
光 巾 24h/d 30 
i l12h/d 23 
Nlumination(10001x) 
dark 5 
A4 30 
不 同 菌 
国 栋 15834 0 
Bacterial strains 
R1600 0 
stem 0 
植物 不 同 部 位 
, leaf 0 
Dirfferent part of Tasus 
a, root 0 
brevifolia 
shoot 24 
培养 基 B5 7 
Medium B5+Betaine+Acetosyringone 20 
0.5 20 
1 17 
6-BA 的 浓度 ks 23 
Con. Of 6-BA(mg / L) 2 18 
2.5 callus 
3 callus 





2.3 毛 状 根 的 培养 及 紫杉醇 含量 检测 ” 取 在 继 代 培养 过 程 中 生长 较 快 的 5 个 不 同 株 系 的 毛 状 根 ， 按 前 述 方 
法 和 条 件 在 500 mL 三 角 瓶 中 进行 液体 悬浮 培养 ， 每 株 共 做 30 个 重复 ， 短 叶 红豆 杉 和 云南 红豆 杉 愈 伤 组 
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织 也 在 同样 条 件 下 进行 液 悬浮 培养 作为 对 照 。20 d 后 离心 分 离 培养 物 和 培养 液 ， 按 前 述 方法 进行 紫杉醇 
抽 提 和 含量 测定 ， 测 定 结果 列 于 表 2。 从 测定 结果 可 以 看 出 ， 经 20 d 培养 后 5 个 不 同 株 系 的 毛 状 根 平均 
增 重 8.67 倍 ， 分 别 是 同 种 培养 条 件 下 的 短 叶 红豆 杉 和 云南 红豆 杉 愈 伤 组 织 生 物 量 的 2.9 倍 和 2.7 倍 。 每 克 
毛 状 根 中 ( 干 重 ) 平 均 含 紫杉醇 0.218 mg， 分 别 是 同 种 培养 条 件 下 的 短 叶 红豆 杉 和 云南 红豆 杉 愈 伤 组 织 细 胞 
中 的 紫杉醇 含量 的 3.6 倍 和 1.3 倍 。 另 外 我 们 从 表 2 中 也 可 看 出 ， 不 同 株 系 的 毛 状 根 紫杉醇 含量 有 较 大 差 
异 ， 毛 状 根 E 株 细胞 中 紫杉醇 含量 是 同等 培养 条 件 下 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 细胞 中 此 杉 醇 含量 的 8 倍 ， 而 
C 株 毛 状 根 细胞 中 紫杉醇 含量 却 只 有 同 种 培养 条 件 下 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 细 胞 中 紫杉醇 含量 的 1.3 倍 , 比 
云南 红豆 杉 愈 伤 组 织 细 胞 中 紫杉醇 含量 还 要 少 。 不 同 株 系 的 毛 状 根 生 长 速度 也 有 和 较 大 差异 ，C 株 生长 最 
快 ， 其 生物 量 是 同 种 培养 条 件 下 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 生 物 量 的 4.6 倍 ， 而 生长 速度 较 慢 的 D 株 毛 状 根 ， 
其 生物 量 只 有 同等 培养 条 件 下 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 生物 量 的 2.13 倍 。 毛 状 根 也 能 向 培养 液 中 分 泌 10~31 
Hg / 工 的 紫杉醇 。 





表 2 20d 培养 后 毛 状 根 和 红豆 杉 正常 愈 伤 组 织 的 生物 量 及 紫杉醇 的 含量 
Table2 Biomass and taxol content of normal calliand hairy roots 


愈 伤 组 织 1 ” 愈 伤 组 织 2 毛 状 根 A 株 毛 状 根 B 株 毛 状 根 C 株 毛 状 根 D 株 毛 状 根 E 株 








Callusl Calius2 Hairy rootA Hairy rootB Hairy rootC Hairy rootD Hairy rootE 
: 生物 量 18.7 17.8 38.1 56.4 82.0 38.0 45.8 
Biomass(gF W) 
紫杉醇 含量 
Taxol content 0.16 0.06 0.24 0.12 0.08 0.17 0.48 
(mg/ gDW) 
培养 液 中 紫 杉 
醇 含量 (1g /L) 14 14 31 21 10 22. 13 


Taxol in media 


* 此 表 中 每 组 实验 都 设 有 30 个 重复 ， 表 中 实验 数据 为 30 个 重复 的 平均 值 。 愈 伤 组 织 1 为 云南 红豆 杉 愈 伤 组 织 培 
养 细胞 ， 愈 伤 组 织 2 为 短 叶 红豆 杉 愈 伤 组 织 培养 细胞 


2.4 毛 状 根 中 紫杉醇 的 鉴定 毛 状 根 液体 悬浮 培养 物 500 gFW， 按 Saito(1992); Catalatic(1993) 所 述 方法 
进行 紫杉醇 提取 、 硅 胶 柱 反复 层 析 ， 用 TLC 检测 ， 收 集 与 紫杉醇 标准 品 一 致 的 洗 脱 峰 ， 经 脱色 及 乙醇 重 
结晶 得 到 纯 品 ， 经 HPLC 测定 ， 纯 度 为 96%， 取 该 样品 各 4 mg， 以 紫杉醇 标准 品 (Sigma) 作 对 照 ， 测 定 
结果 如 下 : 'H NMR 1.12(s，H-16)，1.22(b，H-17)，1.66(s，H-~19)，1.77(s，H-18)，1.86(m, 
H-6)，2.22(s,，OAC)，2.27(m，H,-14)，2.37(s，OAC)，2.54(m，H-6)，3.77(d，7.2，H-3)，4.17(d， 
8.4，H-20)，4.29(dd，9.6, 2.0, H-5)，5.65(d, 7.2, H-2), 5.76(d, 8.0, H-—3), 6.21(t, 8.4, H-—13), 6.24(s, 
H-10)，6.99(d，8.8，NH)，7.31~ 7.62(m， aryl protons)，7.72(dd，0.8，8.4，O-3-OBZ)，8.11(d， 
7.2，O-2-OBZ)。EI-MS m/z: 550(M*-H,O-CieH1;OsN), 487,431，404，385，326，307，221, 
208，190，164，147，122，105( 基 峰 )，90，77。 所 得 样品 的 图 谱 与 紫杉醇 标准 品 图 谱 以 及 文献 (Wani et 
al，1971; 陈 未 名 等 ，1991) 报 道 的 数据 基本 一 致 。 说 明 该 样品 即 为 紫杉醇 。 取 上 述 样品 约 0.5 mg， 加 少 
许 乙醇 溶解 ， 再 加 入 燕 馏 水 至 5 mL， 按 前 述 方法 进行 紫杉醇 单 克隆 抗体 间接 ELISA 测定 ， 该 样品 呈 强 
阳性 反应 。 也 可 以 说 明 该 样品 为 紫杉醇 ， 同 时 也 说 明 毛 状 根 中 能 产生 紫杉醇 。 


3 讨论 


农 杆 碱 是 证 明 植物 是 否 被 农 杆菌 转化 的 一 个 有 力 证 据 。 目 前 植物 细胞 是 否 被 农 杆 菌 转化 主要 采用 高 压 
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纸 电 访 及 硝酸 银 或 伺 酸 钼 试剂 染色 检测 植物 细胞 中 农 杆 碱 和 道 过 分 子 杂交 技术 检测 植物 细胞 中 农 杆菌 
DNA 来 加 以 确证 。 由 于 前 几 种 方法 灵敏 度 不 高 ， 而 后 一 种 方法 操作 比较 复杂 。 因 此 本 实验 室 采 用 酶 联 免 
疫 (ELISA) 的 方法 。 由 于 农 杆 碱 分 子 量 较 大 ， 而 且 分 子 中 有 一 环 状 结构 ， 通 过 一 定 处 理 后 能 够 刺激 动物 产 
生 抗 体 ， 并 且 有 和 较 高 的 滴 度 。 由 于 ELISA 法 灵敏 度 高 (可 以 检测 到 0.1 ng 的 样品 )、 特 异性 强 、 操 作 方 
便 、 既 可 以 定性 也 可 以 定量 ， 而 且 可 以 检测 大 量 的 样品 ， 因 此 得 到 了 广泛 的 应 用 。 本 实验 室 采 用 此 方法 检 
测 农 杆 碱 ， 需 要 样品 量 少 、 操 作 简 便 、 重 复 性 也 好 。 

从 结果 中 可 以 看 出 ， 不 同 的 毛 状 根 细胞 系 在 液体 悬浮 培养 时 ， 生 物 量 及 紫杉醇 含量 相差 较 大 ， 因 此 为 
了 提高 紫 杉 醉 的 产量 ， 必 须 对 毛 状 根 细胞 系 进一步 筛选 ， 以 获得 生长 速度 快 和 紫杉醇 含量 高 的 细胞 系 用 于 
大 规模 生产 。 

综 上 所 述 ， 用 发 根 农 杆菌 A4 诱导 短 叶 红豆 杉 形成 的 毛 状 根 培 养 物 具有 生长 速度 快 、 合 成 紫杉醇 能 力 
强 、 可 以 向 培养 液 中 分 泌 一 定 的 紫杉醇 并 且 无 需 补 加 外 源 性 激素 等 特性 。 因 此 利用 毛 状 根 培养 物 来 生产 紫 
杉 醇 ， 将 为 紫杉醇 的 药 源 供应 提供 新 的 途径 。 
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